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Re PAY 5-H aS RRA 
类 似 物 对 它 的 影响 
BSR * FER 


(中国 科 学 院 上 海 生物 化 学 研究 所 。， 上 海 ) 


ME 本 工作 首次 在 家 和 Bombyx mori 的 蕊 氏 管 ,中 肠 、 丝 腺 及 踢 肪 体 等 组 织 中 测 到 了 7- 谷 氨 酰 循 
环 中 一 个 关键 酶 一 一 5-L- 氧 随 毛 酸 酶 的 活力 。 访 酶 以 马 氏 管 中 活 力 最 高 ， 在 穆 的 中 网 、 血 淋巴 中 均 存 在 有 
HH 5-A, WRT RMR ED (JHA) 处 理 后 , 家 答 中 肠 、 丝 腺 和 脂肪 体 中 5-L-ABA R 
活力 的 变化 * AMR MACH S-AARRA ROT. 对 该 酶 及 7- 谷 氨 酰 循环 在 彼 体 中 氮 基 酸 转 运 
土 的 可 能 作用 进行 了 讨论 。 

关键 词 ZA S1LARARR -SAMET RAARAUD 


5-L-S R RABE 7- 谷 氨 酰 循环 中 一 个 关键 的 歼 , 它 处 于 7Y-GTP 和 ?>-GCT 与 7- 
L-Glu-L-Cys 合成 酶 和 谷 胱 甘 肽 合成 酶 的 中 间 , 电 着 桥梁 作用 。 该 酶 催化 5-L-A RAR 
裂解 而 形成 L- 谷 氨 酸 (Meister, 1970, 人 们 已 对 哺乳 动物 及 微生物 中 5-L-S RS 
的 代谢 和 5-L- 氧 有 参 氨 酸 酶 作 了 大 量 的 研究 (van der Werf P., 1974; Seddon, 1985), 
并 证 实 >- 谷 氨 酰 循环 在 生物 体内 起 着 转运 氨基 酸 的 作用 (Meister, 1973), 

已 有 的 研究 结果 表明 ， 家 乔 及 葛 麻 蚕 中 极 可 能 存在 1-SAMEM(DMES, 1986; 
KA, 1986; 高 济 宗 等 1986; 林 浩 等 ,1986; 陈 燕 翔 等 ,1988)。 ALEKTRA 
5- 氧 彤 氮 酸 和 5-L- SMB EE. HT SRM OHA) 的 调节 ,为 乔 体 存在 
y- 谷 过 酰 循环 提 兴 了 又 一 个 证 据 。 

材料 与 方法 

—, REM. 苏 6 X KS, 浙 农 1 号 x 苏 12 分 中 由 中 国 农 科 院 镇 江 彼 业 研 究 所 
和 浙江 农业 大 学 蚕桑 系 提供 。 

=. ER: “C-5-L- 氧 随 氨 酸 由 美国 康 奈 尔 大 学 A. Meister 教授 赠送 ; 5-L- 
氧 且 氮 酸 、 磷 酸 燃 醇 式 丙酮 酸 由 Sigma 公司 生产 ; 腺 背 三 磷酸 二 钠 趟 ,磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 
激酶 由 上 海 生化 所 东风 试 齐 厂 生 产 ; 保 幼 激素 类 似 物 ZR-512 由 美国 Zoecon 公司 生产 ; 
其 他 常用 化 学 试剂 均 为 分 析 纯 或 生化 试剂 。 

三 、5- 氧 脐 氨 酸 的 分 离 纯化 及 测定 (van der Werf P., 1974): MMAR, M 
出 中 肠 组 织 , 用 蒸馏 水 OUO 漂洗 ,吸水 纸 吸 干 后 , 称 重 。 按 组 织 : 1% 苦味 酸 二 1:6(W/ 

本 文 于 1987 年 12 月 收 到 。 

* 系 国家 自然 科学 基金 资助 课题 。 承 上 海 昆 虫 研究 所 林 浩 ， 中 国 农 科 院 蛋 业 研究 所 庄 大 西 、 陈 国 瑚 ,项 美 华 等 同 


志 的 帮助 美国 康 奈 尔 大 学 A. Meister 教授 赠送 有 关 试 剂 , 谨 此 致谢 。 
* 彰 金 荣 现 在 复旦 大 学 生物 化 学 系 工作 。 





144 E H E H 33 3 
V) EAMA FREAR ARAE 1:6 (W/V) 用 苦味 酸 抽 提 ; 血 淋 巴 按 1:6(V/ 
V) MA GRBs BF 4C, 18000rpm 离心 20 分 钟 , 取 上 清流 (一 定 体积 )， 上 Dowex- 
50H (0.5 X 4cm), 用 3ml 水 洗 ， 流出 液 再 上 Dowex-1 柱 ,10ml 水 洗 ， 之 后 改 用 10mi 
0.08mol/L 甲酸 洗 , 最 后 用 10ml 0.25mol/L FREA, 收集 液 于 100°C KR LAF, Mm 
A lml 6mol/L 盐酸 水 解 2 一 3 小 时 ， 燕 去 盐酸 ,加 0.5ml 水 溶解 ， 用 氨基 酸 自动 分 折 仪 
CHIT ACHI-835-50) MEME RAAB. 

m., ARA: 看 的 各 种 组 织 经 解剖 取出 ,清洗 后 用 滤纸 吸 干 ,分 别称 重 ， 按 1:3 如 
人 50mmol/L Tris-HCI (pH7.3) 43%, T 40C, 18000rpm 离心 30 581, ERO WR. 

五 、5-L- 氧 骊 氨 酸 酶 活力 的 测定 : ”反应 该 〈 总 体积 0.5ml) 含 100mmol/L vH8.0 
Hepes 钠 盐 、2mmol/L 5- 工 - 氧 睛 氨 酸 ( 含 约 100cpm /nmol “*C-5-L-A AR), Smmol/ 
L ATP, 8mmol/L MgCl,, 5mmol/L 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 、150mmol/L KCl, 2mmol/L 
二 琉 基 苏 糖 醇 RARAN ARAE (5 个 单位 ) 和 -L-A AR R, IA KE k 
示 反 应 开始 ， 测 定 方法 见 Williamson (1982), 酶 洛 力 单位 规定 为 在 一 小 时 内 催化 1 
pmol 5-L- 氧 陋 氮 龄 转化 为 L- 谷 氮 酸 所 需 的 酶 蛋白 量 交 1 单位 。 

K, ARR: GRA: 无 水 乙醇 = 3:2 (V/V)，、 内 含 0.4% 的 PPO, 0.04% 的 
POPOP。 

七 、 保 幼 激素 处 理 : 保 幼 激素 类 似 物 ZR-512 BF OM 《1mg/ml); 用 微量 注射 器 
吸取 ,然后 涂 于 五 龄 84 小 时 每 的 背部 (2 微克 / 头 )。 

八 、 蛋 白 含 量 测定 : 采用 Lowry (1951) 法 ,以 牛 血 请 白 蛋 白 作 标 , 企 曲 线 。 


结 AR 


—, BAHAY 5- A ARR JHA 对 它 的 影响 

1. pHk SENS 5-3 

从 表 1 ATA, ERM REHBRARE PH AHR -AAR FE 其 中 以 桑 
叶 中 含量 最 低 , 仅 为 0.066rkemol/g; RAHA AD MADE 5- 氧 且 氨 骏 ， 约 在 0.1 一 0.2 
pmol/g 之 问 ; 中 肠 S- HRA A Nee RRR OE LAP eee 
CË 1o 





El REPARRRHH5-MWAw (Hmol/g) 
























| O ERES | 一 天 | 二 天 三 天 
1 eae -~ - 一 -- 一 - +e sane 
| e of 2 r | 8 o g a 
rb iy 0.355 0.250 0.349 0.538 0.327 | 0.349 0.440 0.480 
i | 0.205 0.125 0.163 | 0.191 0.108 0.133 











TE: RACHA SX 苏 12) 由 新 农大 提供 


2. 血 淋 巴 中 的 5- 氢 晴 氨 酸 及 ZR-512 对 它 的 影响 

取 JHA 处 理 后 不 同时 间 及 未 经 JHA PERT REE, 按 所 述 方 法 测定 5- 氧 
MAR. RRHH 家 乔 血 淋巴 中 存在 有 游离 的 5- 氧 陋 氨 酸 , BREA AA h 
的 浓度 (0.02pmol/ml) (van der Werf, ，1975)。 同 时 可 以 看 出 EW ae -AAR 
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REER FER (BR 4 KE) 8 天 ， 含 量 从 0.105 umol/ml SF 0.053 nmol/ml)y 
4, SRP th MRC PPL, 5- SIR RN BA RRs 但 应 注意 到 血 淋 
巴 中 游离 谷 毛 酸 含量 也 很 低 。 在 JHA 处 理 后 12 小 时 , -ARAR EEA AER, 24 一- 
48 小 时 期 间 略 增加 ,而 在 以 后 又 恢复 正常 ( 见 图 1)。 

=. SKS BAD 5-L-S RR SHA 对 它 的 影响 

1. HEARR 5-L- A RS OA 的 影响 

以 五 龄 各 天 和 蛋 的 中 肠 及 JHA Ra IAT ABS EIRE ARAE BME 
酶 活力 ,结果 见 图 2。 中 肠 酶 活性 除 五 龄 起 看 较 高 (0.007 单位 /毫克 和 蛋白) 外 ,其 他 时 间 保 
持 在 一 个 较 低 水 平 (0.001 一 0.004 单位 /毫克 蛋白 )。 JHA BAAR MA, ipa 
活性 变化 不 同 。 处 理 后 36 小 时 内 酶 活性 降低 :, 即 呈 抑 制作 用 ,如 处 理 后 12 小 时 ， 对 照 组 
酶 活 为 0.003 单位 /毫克 蛋白 ,而 处 理 组 几乎 为 零 。 人 处 理 60 小 时 表现 为 促进 作用 , 如 处 理 
后 132 小 时 ,对 照 组 为 0.003 单位 /毫克 蛋白 ,而 处 理 组 为 0.006 单位 /毫克 蛋白 ,活力 提高 
了 一 倍 。 
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酶 活 (单位 /大 克 蛋白 )(X 1079) 





图 4 RA ER S-L- Me JDA 的 影响 
AAJ 9 一 0 处 理 


2. JHA 对 腊 肪 休 5-L- 氧 且 氨 酸 酶 活力 的 明显 促进 

WEEN AR JHA 处 理 后 不 同时 间 内 痊 将 肪 体 的 厅 活 性 ,结果 见 图 30 

虽 肪 体 中 的 酶 活力 在 1 到 6 天 内 高 于 中 肠 , 在 吐 丝 前 开始 下 降 并 低 于 中 脑 ,直到 吐 经 
时 测 不 到 酶 活性 ; 在 化 晴 期 酶 活力 又 回升 到 吐 丝 前 水 平 ( 约 0.002 单位 /毫克 蛋白 》, 并 基 
本 保持 不 变 。JHA 处 理 组 脂 咏 体 酶 活力 普遍 高 于 对 照 组 , 姥 始 终 呈 促进 作用 。 在 所 测定 
的 时 间 内 ， 对 照 组 酶 活力 在 0.0045 一 0.001 单位 /毫克 蛋白 之 间 ， 而 处 理 组 则 在 0.011 一 
0.005 单位 /毫克 蛋白 之 间 , 最 高 时 (处 理 后 108 小 时 ) 活 力 可 提高 7 ffo 

3. 家 看 后 部 丝 腺 的 5-L- 氧 畏 氨 酸 酶 及 JHA 对 它 的 影响 

测定 五 岭 期 下 后 部 经 腺 的 酶 活性 ,结果 见 图 4。 

除 五 龄 1 天 外 ， 五 龄 期 各 天 算 后 部 丝 腺 的 酶 活性 远 远 高 于 中 肠 及 脂肪 体 ， 有 时 可 达 
十 几 倍 。 JHA ABTS, SARA EERE, ROMPRES 36 小 时 ， 酶 活性 比 对 照 组 提高 
35.3% 5 处 理 后 期 则 呈 抑 制作 用 ,如 处 理 后 132 小 时 , 酶 活性 比 对 照 组 低 46.7%。 这 个 降 
低 是 很 显著 的 。JHA 处 理 后 部 丝 腺 后 , 酶 活性 表现 与 其 他 组 织 不 相同 ( 林 浩 , 1980), 而 且 
相反 。 这 种 踊 胃 是 否 有 特别 的 生理 意义 值得 研究 
此 外 , 我 们 还 测定 了 五 龄 3 RRS RS MA 5-L- 氧 有 睛 氨 酸 旷 的 医 力 ， 马 氏 管 中 的 活 
力 高 达 0.086 单位 / 营 克 蛋白 , 居 各 组 织 之 首 , 征 在 脑 中 测 不 到 该 酶 活力 。 

讨 论 

从 实验 结果 问 知 ， 家 和 看 中 肠 、 血 淋巴 中 均 有 游离 的 5- 氧 贿 氮 酸 存 在 。 血 淋 巴 中 的 含 
量 比 人 血清 中 的 含量 高 3 一 7 倍 , 游 窗 氨 基 酸 含量 高 是 昆虫 的 特征 ( 许 廷 森 , 1987)。 由 于 
Hl y-GTP, 7-GCT 活力 均 高 , 桑 叶 中 -AMARA RRR, JHA 处 理 对 血 淋 巴 中 
5- AMARA RERI, EEI 5-L- 氧 哺 氨 机 酶 抑制 剂 对 各 组 织 中 的 5-A AR 
含量 也 有 影响 (未 发 表 数 据 )， 这 些 结果 说 明 : ”中 肠 5- 氧 睛 氨 酸 很 可 能 主要 是 由 7Y-GTP 
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和 7-GCT 联合 作用 形成 的 ， 血 淋巴 中 的 5- 氧 睛 氨 酸 则 可 能 由 组 织 转移 来 (Bodnaryk, - 
1974)。 这 些 游离 的 5- 氧 睛 氨 酸 为 5-L- 氧 畏 氨 酸 酶 提供 了 天 然 底 物 。 

到 目前 为 止 ,已 在 蚕 体 中 测 了 >- 谷 氨 酰 循环 酶 系 中 两 个 得 (>-GTP 和 7-GCT) 的 活 
力 ， 并 均 已 被 纯化 ( 邹 柏 祥 等 , 1986; 陶 黎 明 , 1986; PRS, 1998). 另外 高 济 宗 等 
《1986)、 林 浩 等 (1986) 用 间接 法 证 明 7-Glu-Cys SRBMAMH KARE EET BK 
中 。 本 工作 在 家 每 体 中 测 到 了 该 循环 中 另 一 个 酶 一 -5-L- 氧 且 氨 酸 酶 的 活力 ,另外 还 从 
昔 麻 委 中 肠 中 部 分 纯化 了 该 酶 ,为 证 明 y- 谷 氮 榴 循环 存在 于 乔 体 中 提供 了 有 力 证 据 。 在 
家 蚕 各 组 织 中 ,以 马 氏 管 中 活 力 最 高 ,这 与 +-GTP 及 7-GCT 相 一 致 ,提示 了 三 种 酶 的 协 
作 关 系 。 马 氏 管 是 昆虫 的 代谢 再 吸收 和 排泄 的 器 官 , 相 当 于 哺乳 动物 的 肾脏 , 现 已 知 哺乳 
动物 的 这 三 种 酶 亦 以 肾脏 中 最 高 (van der Werf, 1974), 

ZENAR 5-L- 氧 哺 氨 酸 酶 的 活性 比 中 肠 和 脂肪 体高 ,可 能 有 其 重要 生理 意义 。 
众所周知 , 乔 在 五 龄 期 ,后 部 丝 腺 大 量 合成 丝 心 蛋白 ， 这 些 蛋 白 合 成 需要 大 量 的 游离 气 基 
酸 。 后 部 丝 腺 细胞 中 谷 氨 酸 含量 约 占 游离 氨基酸 总 量 的 45%, 且 谷 氨 酸 与 丝 心 蛋 白 的 主 
要 组 成 氨基 酸 一 -- 丙 氮 酸 、 甘 氮 酸 之 形成 密切 相关 ( 邹 柏 祥 , 1979), 五 龄 期 丝 腺 中 三 种 酶 
(7r-GTP，r-GCT 及 5-L- 氧 颇 氛 酸 酶 ) 的 活力 都 提高 ， 它 们 的 相互 作用 一 方面 帮助 丝 腺 
吸收 氨基 酸 , 另 一 方面 将 产生 大 量 的 谷 氨 酸 ， 从 而 促进 以 谷 氨 酸 为 中 心 的 氨基 酸 代 谢 ( 许 
廷 森 ,1987)。 

我 们 曾 观 察 到 JHA DEEA, EDERRA RARE, 1986), 精 氨 酸 及 几 种 
氨基 酸 转移 酶 的 活力 增加 《 林 浩 , 1980; 高 济 宗 ，1981)， 这 些 结果 与 JHA 明显 促进 脂肪 
体 5-L-A ABBE DBR. JHA, MR 5-L- 氧 且 氨 酸 酶 活力 降低 ， 
这 个 现象 有 待 进一步 的 研究 。 
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5-L-OXOPROLINASE IN BOMBYX MORI AND THE EFFECT 
OF JUVENILE HORMONE ANALOGUE ZR-512 


Peng JING-RONG Xu TING-SEN 


(Shanghai Institute of Biochemisiry, Academia Sinica, Shanghai) 


Activities of 5-L-oxoprolinase in the Malpighian tubules, midgut, posterior silkgland and 
fat body of Bombyx mori were determined, using “C-5-L-oxoproline as the substrate. The 
specific activity in Malpighian tubules was higher than that in any other tissues. The activities 
in midgut, posterior silkgland and fat body chinged during the 5th instar. The contents of 
free 5-oxoproline in midgut and haemolymph were also determined. The effects of JHA(ZR- 
512) on the enzymic activities in different tissues and the contents of free S-oxopreiine in kae- 
molymph were observed. The study confirms the presence of y-glutcimyl cycle in silkworm 
and the possible functions of this cycle in amino acid transportation in silkworm are discussed. 
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